INSTITUTO
SUPERIOR

DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

BIOSSENSORES SALIVARES - ESTADO DA ARTE

Trabalho submetido por
Filipa Alexandra Martins Cantiga
para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Outubro de 2015



INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICA!

BIOSSENSORES SALIVARES - ESTADO DA ARTE

Trabalho submetido por
Filipa Alexandra Martins Cantiga
para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Prof. Doutora Alexandra Bernardo

Outubro de 2015



Biossensores salivares — estado da arte



Dedicatoria

A0S meus pais e a minha irma,

que sempre acreditaram e me apoiaram neste percurso.



Biossensores salivares — estado da arte



Agradecimentos

Apos seis anos de dedicacao e trabalho chegou o momento tdo aguardado.

Primeiramente quero agradecer a ajuda e cooperagdo da minha orientadora, a Prof.
Dra. Alexandra Bernardo pela paciéncia, pelo conhecimento que me transmitiu e ajuda
prestada, tal como aos honrados Professores e restante Academia que contribuiram para

a minha formacéo.

A todos os meus amigos e companheiros de curso. Este curso ndo se faz sozinho. E
preciso amigos e colegas para nos ajudarem e estudarem connosco de maneira a
alcancarmos todos o0 nosso objetivo. Destaco os que me acompanharam desde o inicio
como Tania Rodrigues, Isabel Silva, Catarina Silva, Inés Mouquinho, Alexandre Rebocho
e Rui Fernandes, e os que apareceram surpreendentemente no final desta etapa como
Sara Kittler, Sara Afonso, Rita Pires, Ana Beatriz Guerreiro, Raquel Gameiro, Chantelle
Teixeira e a todos 0s outros que ndo tenho espaco para os citar mas que estdo no meu
coracdo. A todos eles agradeco por me terem apoiado sempre no NOSSO percurso
académico, que nos uniu de tal forma que com certeza perdurard uma forte amizade e

companheirismo.

Gostaria de agradecer também ao Coro Académico Egas Moniz por me oferecer um
escape onde a boa-disposi¢éo e a musica ajudaram a que todo o trabalho arduo ficasse

mais harmonioso.

E por fim, os mais importantes. Nao existem palavras que demonstrem a minha gratidao
a minha familia, principalmente aos meus pais, Paulo Cantiga e Ermelinda Martins, e a
minha irma Mariana, que por mim tudo fizeram e me proporcionaram a possibilidade de
realizar um dos meus sonhos. Obrigada por me acompanharem neste percurso que € a
vida. A todos os familiares que infelizmente ja ndo puderam assistir a esta conquista, mas

gue sempre estardo no meu coragao.

A Todos o meu sincero e grande Obrigado!
SaudacOes Académicas

Filipa Cantiga
Outubro de 2015



Biossensores salivares — estado da arte



RESUMO

Enquadramento: A analise do fluido salivar tem sido alvo de investigacdo nos ultimos
anos com o objetivo validar técnicas de identificacdo e doseamento de biomarcadores
com valor de diagnostico dado que a utilizagdo da saliva para analises em detrimento do

sangue traz vantagens claras.

Objetivo: Esta monografia tem como objetivo reunir informacéo atual sobre a aplicagédo
de biossensores salivares no diagndstico e monotorizacdo do cancro, diabetes, VIH e

hepatites bem como das suas aplica¢Bes no sector farmacéutico.

Métodos: A metodologia adotada neste trabalho assenta numa pesquisa bibliografica na
base de dados on-line PubMed de artigos publicados preferencialmente entre os anos de
2000 a 2015. Foram utilizadas as palavras-chave: ‘“cancer biomarkers”, “cancer
biossensor”, “diabetes”, “diabetes biossensor”, “HIV”, “HIV diagnosis”, “HIV
biossensor”, “hepatitis”, “hepatitis diagnosis”, “hepatitis biossensor”, cruzados com
“saliva”. Os dados de epidemiologia foram retirados do site da internet da FDA,
INFARMED, DGS e INE. Para organizacdo e gestdo de citacGes e referéncias

bibliograficas foi utilizado o programa Mendeley Desktop®, versdo 1.13.8.

Resultados: Nesta revisdo foram utilizados 32 artigos resultantes da pesquisa
bibliografica. Foram identificados biossensores com aplicacdo no sector farmacéutico
para 0 VIH mas areas da Diabetes, hepatites e cancro existem varios trabalhos de
investigacdo mas ndo se encontraram até ao momento biossensores salivares totalmente
funcionais e creditados.

Conclusdo: Esta area de investigacao ainda se encontra em fase inicial para a maior parte
das doencas pois é necessario validar esta técnica para os diferentes biomarcadores
(esperando-se gque igualem ou superem a sensibilidade e especificidade dos métodos até

agora utilizados) para posteriormente se poderem desenvolver biossensores especificos.
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ABSTRACT

Framework: the analyses of saliva with the goal to validate identification techniques and
the quantification of biomarkers as a diagnostics tool has been the target of a lot of

scientific research. Using saliva instead of blood brings a lot of advantages.

Objectives: The goal of this monograph is to reunite all the current information about the
applications of salivary biosensors in the diagnosis and monitorization of cancer,

diabetes, hepatitis and HIV and their applications in the pharmaceutical area.

Methods: the methodology of this work was based on a bibliographic research using
PubMed the on-line data base and considering articles published, preferentially, between
2000 and 2015. The key words that were used were “cancer biomarkers”, “cancer
biosensor”, “diabetes”, “diabetes biosensor”, “HIV”, “HIV diagnosis”, “HIV biosensor”,
“hepatitis”, “hepatitis diagnosis”, “hepatitis biosensor”, crossed over with “saliva”. The
epidemiologic data were obtained on the FDA, INFARMED, DGS and INE internet sites.
To organize and manage the bibliographic references was used the program Mendeley

Desktop®, version 1.13.8.

Results: In this bibliographic revision were used 32 articles. There was identified a
biosensor with applications in the pharmaceutical sciences to HIV but in diabetes,
hepatitis e cancer exists a lot of papers on their investigations but aren’t any biosensors
completely functional yet.

Conclusion: the investigation is steel is the beginning for most diseases because is needed
to validate the technique for different biomarkers and after that is necessary to develop

the biosensors
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Introducéo Geral e Objetivo

Desde o inicio dos tempos que se procura conhecer o funcionamento do corpo humano,

as patologias que o afetam e a sua possivel cura.
Um dos componentes de diagnéstico é a analise de fluidos corporais.

No corpo humano existem varios fluidos corporais dos quais se conseguem obter
informacbes sobre o nosso estado geral de saude. Alguns deles estdo amplamente

estudados como é o caso do sangue ou da urina, outros nem tanto como € o caso da saliva.

Cada pessoa tem em média 5 litros de sangue divididos em 3 litros de células (eritrdcitos,
leucdcitos e plaquetas) e 2 litros de plasma. Através da analise deste fluido podem-se
realizar varios despistes como € o caso de anemias, leucemias, problemas na coagulacgéo,
existéncia de infecdo, etc. (Balfe & Cannon, 2009) A urina é um ultrafiltrado de plasma
produzido nos rins e é principalmente constituida por ureia. A analise a urina da-nos a
quantificacdo da excrecdo de sais e outros componentes existentes no corpo
humano.(Balfe & Cannon, 2009)

Podem ainda ser realizadas analises usando o liquido cefalorraquidiano (LCR), o fluido
pleural, o fluido peri cardial, o suor, o liquido amni6tico, o liquido sinovial e a saliva.

A saliva como alvo de exames médicos apresenta inumeras vantagens quando

comparadas com os fluidos mais utilizados na pratica medica.

A saliva é um liquido transparente, com um pH entre 6 e 7, constituido por &gua, proteinas
e substancias inorganicas (Humphrey & Williamson, 2001)e é produzida por diversas
glandulas divididas em major (parotida, submandibular e sublingual), onde é feita cerca
de 90% de toda a produgéo, e minor (bocais, linguais, labiais e palatinas) (Yoshizawa, et
al., 2013). A saliva tem como principais funcdes o apoio a digestdo, a degluticdo, a
lubrificagdo da mucosa oral e ainda protegdo (Tiwari, 2011).

E possivel fazer o diagndstico de doengas sistémicas utilizando a saliva pois muitos dos
biomarcadores estdo presentes neste fluido. Os biomarcadores salivares provém
essencialmente de duas vias: ou as proteinas que circulam no sangue passam para a saliva
ou sdo produzidas pelas glandulas salivares. As moléculas podem passar do sangue para
a saliva por diversos métodos (difusdo passiva, transporte ativo, ultrafiltracdo e exsudado)
e desta forma é possivel o seu doseamento e posterior informacdo com valor de
diagnostico. (Bosch, 2014)
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A utilizagdo da saliva para analises em detrimento do sangue traz vantagens claras como
é 0 caso do aumento do conforto para o doente pois a colheita de saliva é uma técnica
ndo-invasiva; € mais econdmico uma vez que nao € necessario pessoal altamente
qualificado para a recolha da amostra; € uma colheita muito mais segura para o coletor
no que diz respeito a possivel infe¢do cruzada de doengas, como VIH, e 0 armazenamento
é mais facil uma vez que ndo existe possivel coagulacdo da amostra. (Yoshizawa, et al.,
2013).

A colheita de saliva apesar de ter a vantagem de ser ndo invasiva requer cuidados
metodologicos de forma a garantir a validade e integridade da amostra. Assim, quando se
faz uma colheita de saliva tem que se escolher o método de recolha consoante a amostra
desejada, isto &, se 0 que se pretende colher é um exsudado, uma amostra de saliva total
ou se ¢ saliva produzida por uma glandula especifica.

A amostra mais utilizada ¢ a saliva total e, por ser tdo facil a sua recolha, ndo € necessario
que a mesma seja feita por pessoal especializado podendo ser realizada pela prépria
pessoa ou por pessoal sem formacdo especifica em andlises clinicas. Existem alguns
procedimentos simples a ter em consideracdo e que é importante ser divulgado as pessoas
que realizam a colheita, como por exemplo: a hora da realizacdo da colheita é relevante,
ndo devem lavar os dentes, comer, mascar pastilhas elasticas ou beber, com a excec¢do de
agua, até 30 minutos antes da colheita e antes da colheita devem bochechar com agua
destilada.

Esta colheita pode ser feita com ou sem estimulos. As colheitas sem estimulos podem ser
feitas por dois métodos: no primeiro deixa-se a saliva escorrer pelo labio inferior da
pessoa, sem qualquer movimento oral, e colhe-se num recipiente de plastico e no segundo
a pessoa tem de cuspir para dentro do recipiente. Este segundo método compromete mais
a amostra € 0 seu armazenamento pois contem mais bactérias do que uma amostra
recolhida pelo primeiro método descrito.

As colheitas com estimulos podem ser feitas através do recurso a &cido citrico ou através
estimulos mecénicos, como a mastigacdo durante 1 a 2 minutos com a ajuda de pastilhas
de parafina ou borracha, e seguidamente sdo colhidas através de zaragatoas de algodao

ou, para evitar interferéncias, utilizando zaragatoas de algodado de poliestireno.

Apos a colheita o passo seguinte, o de armazenamento, € também crucial para uma boa
analise posterior. Essencialmente as amostras devem ser armazenadas de acordo com 0

tempo de espera até a analise. Se a analise € para ser feita imediatamente a seguir a
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colheita e no maximo até 30-90 minutos esta pode permanecer a temperatura ambiente.
Se a analise for feita no mesmo dia da colheita dentro do intervalo de 3-6 horas a amostra
deve ser guardada no frigorifico a uma temperatura de 4°C. Se a andlise for feita dias ou
meses apos a colheita esta deve ser conservada preferencialmente a -80°C. A refrigeracéo
das amostras previne o crescimento microbiano e a degradacdo de algumas proteinas.
(Chiappin et al., 2007).

A andlise do fluido salivar com o objetivo de validar técnicas de identificacdo e
doseamento de biomarcadores com valor de diagnéstico tem sido alvo de investigacao
nos altimos anos ( Malon et al, 2014; Malathi et al., 2014,).

O objetivo desta monografia é reunir informacdo atual que permita saber qual é a
aplicacdo atual de biossensores salivares no diagnéstico e monotorizacdo do cancro,

diabetes, VIH e hepatites e quais as suas aplica¢cdes no sector farmacéutico.
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Metodologia de pesquisa

Esta monografia assenta em revisao bibliografica atual com base em artigos cientificos.

A metodologia de pesquisa usada para a elaboracdo desta monografia consistiu na
pesquisa de termos como ‘“‘cancer biomarkers”, “cancer biossensor”, “diabetes”,
“diabetes biossensor”, “HIV”, “HIV diagnosis”, “HIV biossensor”, “hepatitis”, “hepatitis
diagnosis”, “hepatitis biossensor”, cruzados com “saliva” na base de dados on-line

PubMed durante o periodo entre Janeiro e Setembro de 2015.

Foram revistos artigos que tivessem sido publicados preferencialmente entre os anos de
2000 a 2015, com excecéo de alguns artigos mais antigos com o fim de explicar algumas

descobertas inicias.

Os dados de epidemiologia foram retirados do site da internet da FDA, INFARMED,
DGS e INE.

Para organizacdo e gestdo de citacOes e referéncias bibliograficas foi utilizado o

programa Mendeley Desktop®, versdo 1.13.8.
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Estado da Arte

Biossensores sdo pequenos dispositivos que permitem detetar e quantificar componentes
bioldgicos, denominados por analitos, como diversos tipos de proteinas, enzimas ou
anticorpos. Tém por base um transformador de sinal (6tico, eletroquimico, etc.) para que
se possa quantificar o sinal e posteriormente com a ajuda de software se possa obter o
resultado. (Malon, Sadir, Balakrishnan, & Corcoles, 2014)

As moléculas detetadas pelos biossensores sdo chamados de biomarcadores e
caracterizam-se por moléculas que indicam uma alteracdo do estado fisioldgico do
individuo, sendo assim utilizados para o diagnostico ou monitorizacdo de doencas.(Maes
etal., 2015)

Atualmente existe um grande investimento nesta area de investigacdo apresentando-se
nesta monografia especificamente o estado da arte para biossensores salivares no
diagnostico e monotorizacdo de 4 patologias relevantes na salde: cancro, diabetes, VIH

e hepatites.

1. Biossensores tumorais

O cancro caracteriza-se, de forma geral, por um crescimento anormal e ndo controlado de
células. E uma doenca com uma elevada prevaléncia na populacdo mundial. Estima-se
que em 2015 surjam 1 658 370 novos casos de cancro em todo o mundo. (American
Cancer Society, 2015) Esta patologia é a segunda causa de morte em Portugal, com uma
taxa de mortalidade padronizada por tumores malignos de 212,2 por 100 000 habitantes
em 2012 em Portugal Continental. (DGS, 2014)

O cancro € diagnosticado através de analises a fluidos corporais, utilizando marcadores
tumorais e de imagens como ressonancias magnéticas e TAC’s (Tomografia Axial

Computorizada).

Os marcadores tumorais sdo pesquisados para diagndstico, prognostico, selecdo de
tratamento e monitorizagdo da doencga. Existem até ao momento diversos marcadores
tumorais descritos mas poucos séo utilizados na prética clinica. Os marcadores aprovados

pela FDA (Food and Drug Administration) encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1: Marcadores tumorais aprovados pela FDA — adaptada de (Ricardo, Almeida,

Pedrosa, Leite, & Ribeiro, 2007)

Patologia Biomarcadores Fluido
Cancro dos testiculos Alfafetoprgfel.na; Gonadotrofina Sangue
coriénica humana

Cancro do pancreas CA 19-9 Sangue
Cancro dos ovarios HE4; ROMA; OVAL; CA 125 Sangue
CEA Sangue

Cancro do colon Recetor do fator de crescimento .
Tecido

epidérmico (HER-1)

Cancro colon-rectal

Cancro da Bexiga

Fibrina/FDP

Sangue; Urina

Cancro da tiride Tireoglobulina Sangue
Cancro da prostata PSA; Pro2PSA Sangue :

Proteina p63 Sangue; Tecido

CA 15.3; CA 27-29 Sangue
Cancro da mama HER2/neu Sangue; Tecido

Recetor de estrogénio; citoqueratina; Teci
ecido
Recetor de progesterona
Cancro da bexiga NMP22; BTA Urina
Cancro gastrointestinal C-KIT (CD 117) Tecido

O investimento cientifico nos Gltimos anos tem sido significativo na investigacdo de

marcadores tumorais na saliva tendo como principais objetivos:

a) Determinar se os marcadores tumorais ja conhecidos atravessam do sangue ou

dos tecidos afetados para a saliva;

b) Detetar correlagdo entre a sua presenca na saliva e a doenga ou descobrir outros

que ainda ndo tenham sido descritos;

c) Tornar as analises mais faceis e menos onerosas para o doente.

Esta investigagdo ndo assenta s6 na facilidade do diagndstico mas também na

monitorizacdo do tratamento e no controlo de eventuais recidivas.

Os estudos tém-se baseado ndo s6 nos marcadores tumorais aprovados pela FDA mas

também noutros que tém emergido.
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1.1. Cancro da mama

O cancro da mama € o cancro com maior incidéncia em Portugal, com uma taxa de
incidéncia de 57,94 por 100000 habitantes, em 2009.(DGS, 2014)

Tendo por base este cancro, foram feitos estudos em que se encontrou evidéncia da
presenca de alguns destes marcadores na saliva e foi concluido da sua utilidade para o
diagndstico, monitorizacdo da terapéutica e controlo de recidivas. Como (Streckfus,
Bigler, Dellinger, et al., 2000) demonstrou, pela primeira vez, é possivel recolher da saliva
de mulheres diagnosticadas com carcinoma mamario, 3 marcadores tumorais: 0 antigénio

CA 15-3, a proteina erb e 0 gene p53.

O antigénio CA 15.3 é produzido pelas células epiteliais glandulares. Este antigénio é
utilizado para a monitorizacao da terapéutica e diagndstico precoce de uma recidiva de
cancro da mama. (Ricardo et al., 2007)A pesquisa e quantificacdo deste antigénio foi feita
tendo por base um ensaio enziméatico ELISA utilizando peroxidase de rabano para medir
a fluorescéncia a 490nm utilizando um espectrometro e a concentracdo foi expressa em
U/mg de proteina (Streckfus, Bigler, Dellinger, et al., 2000). O estudo de Agha-Hosseini,
Mirzaii-Dizgah, e Rahimi, (2009), também sugeriu que a quantificacdo deste biomarcador
na saliva pode ser uma importante ferramenta no que diz respeito ao diagndstico e
monitorizacgdo deste tipo de neoplasia, uma vez revelou uma correlagdo positiva entre o

valor de quantificacdo do antigénio do sangue e na saliva de doentes com esta patologia.

A erb ou c-erbB-2ou HER2/neu é uma proteina testada como marcador tumoral para

definir o progndstico para o cancro da mama(Ross & Fletcher, 1998).

O p53 é um gene supressor de tumor que é pesquisado para saber qual a predisposi¢édo da

pessoa para o cancro da mama (Streckfus, Bigler, Tucci, & Thigpen, 2000)

Estes dois marcadores (erb e p53) foram testados de igual maneira. Foi feito um ensaio
enzimatico ELISA e foi seguidamente medida a intensidade da coloracdo emitida a
490nm. As medidas utilizadas foram U/mg de proteina para o erb e pmol/mg de proteina
para o p53. Estes marcadores e o CA 15.3 mostraram ser fidveis para diagndstico inicial,
sempre acompanhado de exame médico e mamografia, e para monitorizacao posterior
(Streckfus, Bigler, Tucci, et al., 2000)
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1.2. Cancro do pancreas

Ao contréario do cancro da mama, a investigacdo de biomarcadores para o cancro do

pancreas ainda estd numa fase inicial.

O cancro do pancreas tem sido alvo de varios estudos, no que diz respeito ao seu
diagnostico precoce, uma vez que as ferramentas existentes até ao momento apenas
permitem um diagndstico tardio onde o doente ndo tem um bom progndstico. Este cancro
é principalmente diagnosticado pela pesquisa do antigénio C19-9. Este antigénio também
conhecido por antigénio de Lewis, é um antigénio que existe a superficie das células
cancerigenas e que entra posteriormente na corrente sanguinea e tem como valor normal
37 U/mL. Este marcador serve principalmente para fazer a monitorizacdo do tratamento
do cancro do pancreas apesar de também servir para fazer o diagnéstico de cancros do
figado, vesicula biliar e colo-rectal mas com menor especificidade (Ricardo et al., 2007).
Este biomarcador tem pouca sensibilidade e especificidade para distinguir células
malignas no pancreas de tumores benignos ou de casos de pancreatites cronicas alem de
que o seu valor pode aparecer aumentado em casos de cancro do es6fago, estomago ou
mesmo insuficiéncia renal. Por isso a investigagdo passou a focar-se noutro tipo de

biomarcadores (Xie et al., 2014).

A investigacdo para novos biomarcadores para o diagnostico de cancro do pancreas, e
consequentemente, a utilizacdo de saliva neste diagnostico tem seguido o processo de
pesquisa a todos o0s biomarcadores que se encontrem na saliva de doentes com carcinoma
do péancreas em comparagdo com a populagdo-controlo, e tentar assim encontrar

substratos que estejam a ser produzidos e se encontrem nestes doentes.

Uma das abordagens recentes foi a pesquisa de biomarcadores transcriptomicos,
comparando-se 0s que se encontravam na saliva de pessoas diagnosticadas com cancro
do pancreas e da populagédo-controlo saudavel. O estudo de Zhang et al. (2010) focou-se
na pesquisa de 4 biomarcadores em simultdneo para aumentar a sensibilidade e
especificidade, e assim testar um diagndstico mais precoce da doenca. Os biomarcadores
especificos escolhidos foram MBD3L2, 0 GLTSCR2, 0 TPT1 e 0 KRAS.

Outra abordagem que tem sido investigada é a quantificacdo de micro-RNAs especificos
da neoplasia. Um estudo investigou o perfil dos miR-369-5p e miR-940 e conclui-se que

a sua concentracdo era muito superior quando o individuo tinha cancro do pancreas em

25



Biossensores salivares — estado da arte

comparagdo com individuos com tumores benignos, pancreatites cronicas e em

individuos saudaveis (Xie et al., 2014).

Outro estudo mais recente pesquisou 0s micro-RNA presentes na saliva de doentes com
cancro do péancreas, pancreatite aguda e individuos saudaveis e foram capazes de
determinar que nos individuos com carcinoma do pancreas 3 RNAmi estavam presentes:
hsa-miR-21; hsa-miR-23a e hsa-miR-23b. Descobriu-se também que nos individuos que

tinham pancreatite aguda era detetado o hsa-miR-210 (Humeau et al., 2015)

Neste tipo de carcinoma, a investigacdo estd focada apenas na descoberta de
biomarcadores que possam ser utilizados para diagndstico precoce, para diminuir a
mortalidade desta doenca, bem como na pesquisa destes biomarcadores na saliva para
uma colheita mais facil e confortavel para o doente. Ainda ndo existe evidéncia de

biossensores especificos para o cancro do pancreas.
1.3. Cancro da cabeca

O cancro da cabeca incorpora cancros da cavidade oral, faringe, laringe e seios faciais.
Estes tipos de cancro tém sido os mais estudados no que diz respeito a biomarcadores
salivares uma vez que as analises a este fluido para este tipo de neoplasias é muitas vezes
considerado um exame local e ndo levanta as davidas de utilizar a saliva para fazer

analises a doencas sistémicas (Guerra et al., 2015)

Os biomarcadores que tém sido mais estudados para este tipo de carcinoma sao: IL-8 ((St
John et al., 2004); (Hu et al., 2007)), colina (Wang, Gao, Wang, & Duan, 2014a), acido
pipecolinico (Wang et al., 2014a), L-fenilalanina ((Wang, Gao, Cheng, Wang, & Duan,
2013)) e S-carboximetil-L-cisteina. (Wang et al., 2014)

A interleucina 8, IL-8, € uma citocina, proteina intracelular que tem funcdes na regulacédo
e proliferacdo das células. Este biomarcador € um pouco controverso uma vez que as
citocinas estdo presentes também quando ha processos inflamatdrios ou mesmo diabetes

0 que faz com que este tipo de marcador ndo seja muito especifico (St John et al., 2004).

Foi ja desenvolvido um biossensor usando a IL-8 como substrato para o cancro da cabeca.
Este biossensor é capaz de apresentar resultados com amostras pequenas o que faz com
que seja utilizavel pela saliva. O procedimento é semelhante a um ELISA mas sem ser
necessario a amplificacdo enzimatica. O seu uso estd comprometido pois apresenta mais

falsos negativos que o teste de referéncia. Os investigadores sugerem o desenvolvimento
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de um biossensor que consiga fazer a quantificacdo de mais de um biomarcador para

aumentar a sensibilidade e especificidade (Tan et al., 2008).

A colina é um metabolito usado na sintese de células, de acetilcisteina e na metila¢éo do
ADN. Este metabolito é utilizado como biomarcador tumoral uma vez que a sua presenca

indica um aumento na proliferacdo das células (Wang et al., 2014a)

O éacido pipecolinico, é um aminoé&cido ciclico que é produzido pela degradacéo da lisina
que, apesar de ndo se conhecer o processo pelo qual este biomarcador é produzido neste
tipo de patologia, foi encontrado em elevadas concentragfes em doentes com cancro da

boca nos primeiros estadios (Wang et al., 2014a)

A L-fenilalanina, precursor da tirosina, tem sido considerado um biomarcador tumoral
guando a sua concentracdo esta baixa uma vez que indica um maior gasto de energia pela
anormal proliferacdo celular que acontece no cancro. Foi investigado um método de
pesquisa deste marcador (UPLC—ESI-MS/MS) que permitia a sua quantificacdo em 10
minutos (Wang et al., 2013).

O S-carboximetil-L-cisteina tem sido indicado como um biomarcador para cancro oral,
para qualquer fase da doenca, mas 0s autores sugerem mais investigacao, principalmente
com um maior nimero de doentes para que se possa tirar uma informacéao mais fidedigna
(Wang et al., 2014a).

O cancro da cabeca, ao envolver muitos tipos diferentes de cancro, como ja foi descrito,
ndo tem ainda desenvolvido um biossensor que possa, com a melhor especificidade e

sensibilidade, permitir o diagnostico destes tipos de patologias.
1.4.Cancro do pulmao

O cancro do pulmdo, a semelhanc¢a do cancro do pancreas, conta com um diagndéstico
muito tardio que se baseia principalmente em TAC’s e raio-x ao tdrax. Existem alguns
biomarcadores ja investigados pesquisados, principalmente no sangue e em exsudados
bronquicos. Esses biomarcadores sdo: CA-125, CA 19-9, CA 15-3, CEA, SCC, CYFRA
21-1 e NSE. Muitos destes biomarcadores sdo principalmente usados para o diagndstico
de outras patologias mas existe evidéncia de estarem presentes quando existe um
carcinoma de pulmdo o que traz varios problemas ao nivel da especificidade dos

marcadores (Zhang et al., 2012)
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O CA 125 é um antigénio que é utilizado principalmente para fazer a monitorizacdo do
tratamento e para a detecdo precoce de recaidas de cancro do ovario e em como valor
normal 35 U/mL (Ricardo et al., 2007).

O CA 19-9 ou antigénio de Lewis foi descrito anteriormente uma vez que é
principalmente usado para o diagnostico do cancro do pancreas, tal como o antigénio CA

15-3 que € utilizado para diagndéstico precoce do cancro da mama (Ricardo et al., 2007).

O CEA, também conhecido como antigénio carcinoembrionario, é produzido pelas
células da mucosa gastrointestinal e é utilizado para o diagnostico e monitorizagdo da
terapéutica para cancro do colon. O seu valor normal € de 3,5 ng/mL para ndo fumadores

e de 7 ng/mL para fumadores (Ricardo et al., 2007).

O SCC (Arellano-Garcia et al., 2008), o CYFRA 21-1 (Zhong et al., 2007) e o NSE séo
marcadores que tem sido investigado em diferentes tipos de cancro do pulmao, cada um
deles especifico para um tipo diferente mas os estudos indicam que devem ser testados 0s

3 a0 mesmo tempo para aumentar a sensibilidade (Molina et al., 2009).

Recentemente o estudo de Zhang et al., (2012) pesquisou biomarcadores transcriptomicos
na saliva de doentes com cancro do pulmédo quando comparados com o grupo-controlo.
Foram descritos sete biomarcadores (EGFR, BRAF, FGF19, FRS2, CCNI, GREB1 e
LZTS1). Este estudo também investigou se o facto de uma pessoa ser fumadora interfere
na pesquisa de biomarcadores salivares para o cancro do pulméao. Conclui-se que nos
individuos fumadores mas sem qualquer vestigio de cancro de pulméo era possivel
encontrar o biomarcador CCNI na saliva mas nenhum dos outros biomarcadores; nos
individuos com cancro de pulmédo e ndo-fumadores era possivel ndo encontrar niveis
aumentados dos 7 biomarcadores na saliva (apenas do BRAF, EGFR; LZTS1 e FGF19)
mas em doentes fumadores os 7 tinham valores acima do normal. Este estudo sugere um
diagnostico que se baseie na pesquisa de varios biomarcadores a0 mesmo tempo para

aumentar a sensibilidade e especificidade.

Alguns dos biomarcadores especificados anteriormente foram ja alvo de outros estudos
que comprovam a especificidade e sensibilidade dos mesmos para o cancro do pulmao.
(Desnoyers et al., 2008; Nonaka et al., 2005; Pao & Girard, 2011; Wei et al., 2014).

Outra abordagem que tem sido estudada para o diagndstico do cancro do pulmdo através

da saliva é quantificagdo de ELM’s, vesiculas lipidicas produzidas por células
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cancerigenas e que tem como funcdo a protecdo da celula cancerigena e o transporte de
moléculas especificas do tumor para 0 sangue e consequentemente para outros fluidos
corporais. Esta abordagem é recente e ainda ndo existe muita informacao sobre a forma
como estas vesiculas passam para a saliva e quais as melhores técnicas laboratoriais para
a sua quantificacdo, sendo assim necessario mais estudos (Yang, Wei, Schafer, & Wong,
2014)

O cancro do pulméo, & semelhanca do cancro do pancreas, esta ainda numa fase muito
precoce da sua investigacdo. De momento, foca-se apenas na pesquisa de biomarcadores
que permitam fazer o diagnostico precoce de uma forma rigorosa, segura e confortavel

ndo tendo ainda sido desenvolvidos biossensores salivares.
1.5.Cancro do Ovério

O cancro do ovéario apresenta uma grande prevaléncia em Portugal, com uma taxa de
incidéncia, em 2009, de 13,18 por 100 000 habitantes para o cancro do corpo do Utero e
de 13,3 para o cancro do colo do Utero (DGS, 2014)

O diagnostico desta patologia tem-se baseado em biomarcadores sanguineos como é o
caso do antigénio CA 125, CA15.3, CA19-9, CA72-4 e OVA-1 (Y. H. Lee, Kim, Zhou,
Kim, & Wong, 2012)

Os antigénios CA 125 e o CA 15.3 foram ja definidos no capitulo do cancro da mama.

O antigénio CA19 e o antigénio CA72-4 foram descritos como possiveis biomarcadores
tumorais para 0 cancro do ovario mas como podem ser encontrados noutros tipos de

neoplasia sdo considerados pouco especificos.

O OVAL é um teste onde se procura 5 proteinas diferentes (CA 125 II, pré-albumina,
apolopoproteina Al, P2-microglobulina e a transferrina) para fazer um exame mais

precoce ao cancro dos ovarios (Abraham, 2010)

O estudo de Lee et al., (2012) pesquisou o perfil transcriptdmico da saliva de doentes com
cancro do ovério. Os investigadores observaram que nestes individuos apareciam 7
micro-ARN’s (H3F3A, SRGN, B2M, BASP1, AGPATL, IL1B e IER3)

A investigacdo de biomarcadores tumorais para este tipo de neoplasia encontra-se numa

fase inicial existindo, por isso, poucas evidéncias da presenca destes biomarcadores na
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saliva o que implica que ainda ndo exista um desenvolvimento efetivo de biossensores

especificos.
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2. Biossensores da Diabetes

Diabetes Mellitus caracteriza-se por uma alteracdo metabdlica que compromete a
regulacdo dos valores de glucose no sangue o0 que se traduz por uma hiperglicemia ou
hipoglicémia do individuo. A etiologia desta alteracdo tem origem na ndo producao de
insulina pelas células B do pancreas ou pela dificuldade desta poder ser utilizada pelas
células periféricas. Esta doenca tem complicagdes a nivel sistémico comprometendo

diversos 6rgéos como o olho, o rim e o coracgéo.

Diabetes Mellitus é uma das doencas crénicas com maior prevaléncia no mundo e com
tendéncia a aumentar. A OMS prevé que até 2020 a prevaléncia desta doenca chegue aos
171 milhdes de pessoas e que esse valor aumente para 0s 366 milhdes de pessoas até ao
ano de 2030 (OMS, 2006)

Esta doenca depende da colheita de sangue varias vezes por dia para a monitorizacao dos
valores de glucose. Este procedimento causa ansiedade e desconforto fisico e psicolégico
ao doente o que leva muitas vezes a uma diminuicao da adesdo a monitorizacdo constante
e a terapéutica. Por isso, ha muito tempo que os investigadores tém tentado encontrar uma
forma mais confortavel dos doentes poderem fazer o controlo dos seus niveis de glucose.
Uma das possibilidades que tem sido investigadas é a utilizacdo de saliva uma vez que é

de facil recolha pelo doente e confortavel (Panchbhai, 2012)

A abordagem utilizada para a quantificacdo de glucose a partir da saliva tem sido a
quantificacdo de oxigénio, com o auxilio de um elétrodo, consumido na reacédo catalisada
pela glucose-oxigenase que transforma uma molécula de glucose numa molécula de &cido

gluconico, cuja reacdo quimica é a seguinte (Malon et al., 2014):

Glucose + H,0 + 0, — Acido glucénico + H,0,

Existe também um método alternativo que consiste em quantificar o peroxido de
oxigénio produzido pela mesma reagdo, também com um elétrodo especifico (Malon et
al., 2014).
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A relacdo entre a glucose medida no sangue e a glucose medida na saliva € um assunto
muito controverso. Varios estudos ndo evidenciam esta relacdo como é o caso do estudo
de Forbat, Collins, Maskell, e Sonksen, (1981). Outros estudos sugerem que a
concentracdo de glucose na saliva estd aumentada dos individuos diabéticos mas que ndo
é possivel servirmo-nos deste fluido para a monitorizacdo da doenca uma vez que estes
individuos apresentam uma diminuicdo da secrecdo de saliva em cerca de 45-50%

podendo assim alterar a sua composicao (Vasconcelos, Soares, Almeida, & Soares, 2010)

No entanto existem estudos mais recentes que apontam para este claro aumento da
concentracédo de glucose na saliva, tal como o estudo anterior, mas rejeitam poér de parte
esta abordagem para monitorizacdo de diabetes, apenas assumindo que sdo necessarios
mais estudos para se poder fazer a correlagdo direta entre os valores das concentragoes
nos dois fluidos. (Aydin, 2007; Mascarenhas, Fatela, & Barahona, 2014; Satish et al.,
2014,Indira et al., 2015).

Apesar destes resultados promissores ainda ndo existe nenhum biossensor desenvolvido

para a quantificacdo de glucose e consequente monitorizacdo da Diabetes Mellitus.
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3. Biomarcadores para VIH

O VIH, também chamado virus de imunodeficiéncia humana, é uma problematica
mundial. Em Portugal estima-se que, em 2012, existiam cerca de 42 580 pessoas
infetadas, apesar de o nimero de novos diagndsticos tenha vindo a diminuir desde o ano
de 2000 (DGS, 2013).

Classicamente, o diagnostico de VIH pode ser feito por métodos seroldgicos (ELISA,
quantificacdo do antigénio VIH ou Western Blot) ou por métodos de biologia molecular
(PCR, guantificacdo do ARN do virus) (Im, Kim, & Oh, 2011).

O diagnostico desta infecdo, em Portugal, sequindo a norma 058/2013 da Direcdo Geral
de Salde, ¢ feito através da pesquisa de anticorpos anti-HIV1, anti-HIV2 e do antigénio
p24, no soro do individuo. Este procedimento ja foi aperfeicoado, apresentando-se no
momento, na 4% geracdo de testes, o que faz com que sejam testes com elevada
especificidade e sensibilidade (DGS, 2013).

Segundo esta norma este diagndéstico segue um algoritmo muito especifico. Se o soro do
individuo for reativo para qualquer dos substratos, este teste deve ser repetido e se se
continuar a verificar a reacdo entdo a pessoa sera positivo para VIH1 ou VIH2 ou se tiver
os dois tipos de anticorpos é denominado de VIH positivo e a pessoa deve ser
encaminhada para o hospital para uma consulta especifica. Se ndo for reativo para
nenhum dos anticorpos ou para 0 antigénio entdo a pessoa ndo estd infetada e é

denominada de VIH negativo.

Existem j& biossensores salivares para o VIH aprovados pela FDA e em Portugal a
INFARMED j& reconheceu alguns destes biossensores. A analise salivar torna-se
vantajosa nesta patologia, em particular, uma vez que diminui o perigo de contaminacgéo
do profissional de saude aquando da colheita e analise do fluido dado que existe evidéncia

cientifica, que a carga viral encontrada na saliva € muito mais baixa que a sanguinea.
Existem diversos biossensores salivares desenvolvidos neste &mbito. O mais conhecido é
da marca OraQuick®. Este sensor foi inicialmente desenvolvido para testes serologicos

rapidos para HIVV-1 mas em 2004, a FDA aprovou a utilizacdo do biossensor salivar para
o diagnostico de VIH-1 (FDA, 2004) e em 2012 aprovou um biossensor salivar para o
diagnostico de VIH-1 e VIH-2 para uso individual que é vendido sem receita médica.
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(FDA, 2012). O teste é feito esfregando as gengivas, tendo atencdo para ndo tocar no
interior da bochecha, céu-da-boca ou lingua, com a patilha do sensor. De seguida deve-
se mergulhar a patilha na solucédo reveladora que vem com o kit e esperar 20 minutos. O
resultado do teste baseia-se na leitura de linhas vermelhas, como teste de gravidez, em

que 2 linhas correspondem a um teste positivo (Im et al., 2011).

O biossensor é de facil manuseamento e utilizacdo e provou ter uma sensibilidade de 96%
e uma especificidade de 100%(Connell et al., 2003)

Este biossensor ja foi testado e aprovado noutros paises como a Coreia (Im et al., 2011),
Mocambique (Sema Baltazar et al., 2014), Zambia (Zachary et al., 2012), Pert (Nelson
etal., 2012) e na Australia (Chan et al., 2015).

Em Portugal, saiu no Decreto-Lei n.° 145/2009, de 17 de Junho, quais os Dispositivos

médicos para diagnostico in vitro registados no INFARMED para serem utilizados como

testes rapidos para o VIH. O OraQuick® foi um dos mencionados. Um dos pontos do

decreto-lei, que difere de outros paises, € que em Portugal estes testes rapidos destinam-
se somente a ser utilizados por profissionais de saude, sendo assim “proibida a
disponibilizacdo diretamente ao publico dos dispositivos médicos para diagnostico in
vitro destinados unicamente ou principalmente a detecdo, confirmacéo e quantificacdo de

marcadores de infe¢do por VIH (...) ".

Para esta doenca encontra-se jA um biossensor desenvolvido e acreditado pelo
INFARMED. Encontram-se em estudo outros biossensores como é o caso do Reveal, do
UniGol e do Multispot. Estes biossensores neste momento s6 séo utilizados com sangue

ou soro e ndo estdo ainda desenvolvidos para analise em saliva.

O uso do OraQuick® permite um diagnostico rapido e confortavel para o VIH

fomentando o controlo desta doenca. A sua utilizacdo ao nivel da farmacia comunitaria
pode contribuir para uma maior adesdo ao diagndéstico desta doenca uma vez que é um
local com uma menor possivel conotacdao negativa como locais especializados para este
diagnostico. Este biossensor da também a possibilidade de testes em pouco tempo,

beneficiando assim o utente que ndo tem que esperar tanto tempo pelos resultados.
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Biomarcadores para Hepatite

3.1.Hepatite A

A hepatite A é uma doenca provocada por um virus e que tem uma prevaléncia de 1,5

milhdes de casos por ano, mundialmente (Vaughan et al., 2014)

O virus da hepatite A é um virus ARN, Unico virus do género Hepatovirus, e a sua
transmisséo é feita pela via oral-fecal, isto €, consumo de agua ou alimentos infetados
com matéria fecal. Este virus esta associado a paises com défice de recursos na sanitizagao
(Vaughan et al., 2014)

O diagnostico de hepatite A é feito ou pela pesquisa serolégica de ARN viral, durante o
periodo de incubacdo do virus (Amado, Villar, de Paula, & Gaspar, 2008); ou pela
pesquisa de anticorpos anti-VHA IgM durante a fase aguda da doenca ou IgG na fase de

convalescenca (Tourinho et al., 2011)

Existem estudos que se dedicaram a pesquisa e quantificacdo de ARN viral na saliva, com
ajuda de PCR, de forma a validar a saliva como meio de diagnostico (Amado et al., 2008;
Joshi, Bhalla, Kalrao, Dhongade, & Chitambar, 2014). Estes estudos apresentaram como
maior dificuldade a extracdo do material bioldgico da amostra, devido a reduzida
quantidade deste material na saliva e a presenca de substancias inibitdrias. Apesar destas
dificuldades foi possivel o desenvolvimento de um meétodo de quantificagdo de ARN viral
na saliva, com o auxilio de PCR em tempo real (Amado et al., 2008). No entanto o estudo
de Joshi et al., (2014)pde em causa 0 uso da saliva para a quantificacdo do ARN viral

uma vez que em apenas 8,7% dos doentes era possivel fazer-se esta quantificacéo.

Os estudos que tiveram como objetivo a quantificacdo dos anticorpos especificos do virus
na saliva testaram inicialmente os métodos ja certificados para a analise seroldgica mas
verificaram que a sensibilidade era muito baixa. Foram entdo desenvolvidos diferentes
métodos com o objetivo de aumentar a sensibilidade dos testes e tornar a saliva um fluido
credivel para este tipo de analise. O estudo Tourinho et al., (2011) desenvolveu um ensaio
imunoenzimatico ELISA competitivo. Este método demonstrou que o uso de saliva
apresentava uma sensibilidade superior aos exames serolégicos sugerindo que a utilizagdo

de saliva seria melhor que as anélises tradicionais.
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3.2.Hepatite B

A hepatite B é uma doenca produzida por um virus ADN da familia Hepadnaviridae e as
formas de contagio mais comuns sdo transmissao vertical, relacdes sexuais ou utilizacdo
de seringas e agulhas infetadas. Existe j& vacina para este virus mas apesar disso calcula-
se que, em todo o mundo, estejam infetadas mais de 350 milhdes de pessoas(Kidd-
Ljunggren, Holmberg, Blackberg, & Lindqvist, 2006)

O diagndstico desta doenca tem sido feito pela pesquisa de anticorpos especificos anti-
VHB e pela pesquisa de ADN viral com auxilio da técnica laboratorial PCR. Existe
evidéncia da presenca de anticorpos anti-VHB em varios fluidos corporais. Logo, é uma
doenga que se encontra em estudo para biossensores salivares(Kidd-Ljunggren et al.,
2006).

Desde ha muito tempo que se estuda a saliva como um potencial alvo para o diagnéstico
de hepatite B. O estudo de Thieme, Yoshihara, Piacentini, e Beller, em 1992, estudava j&
a presenca de antigénios especificos, o antigénio de superficie, na saliva de doentes. Este
estudo demonstrou na altura que este antigénio era encontrado na saliva € no soro em
igual proporgéo, suportado assim o uso deste fluido corporal para o diagndstico da
doenga. Em 2000, Zhevachevsky, Nomokonova, Beklemishev, e Belov,estudaram o
diagnostico de hepatite B analisando a saliva de doentes ja diagnosticados e concluiram
que era possivel encontrar ADN viral e os antigénios HBs e HBe. O estudo de Cruz et al.,
(2011), estudou a detecé@o do antigénio de superficie, HBs, na saliva de doentes infetados
e a concluséo foi a mesma que estudos anteriores: é possivel a utilizagdo da saliva para a
detecdo de antigénios de superficie do virus da hepatite B. Outros estudos focaram-se s6
na detecdo de ADN viral na saliva, demonstrando que se encontrava com a mesma ordem

de grandeza que no sangue (van der Eijk et al., 2004)

Apesar destes estudos terem sugerido que era possivel fazer o diagnostico de hepatite B
através da saliva ndo tém sido feitos avancos no que diz respeito ao desenvolvimento de

biossensores. As analises tém sido feitas utilizando PCR ou testes imunoenzimaticos.

A investigacdo sobre a hepatite B no que diz respeito a saliva concentra-se, neste

momento, na descoberta se a saliva pode ser um meio de contagio.
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3.3.Hepatite C

A hepatite C é uma doenga com uma elevada prevaléncia no mundo estimando-se que
cerca de 2-3% da populacdo mundial esta infetada. Em Portugal estima-se que o nimero
de doentes varie entre 0s 100.000 a 150.000 mas que apenas 30% estejam diagnosticados
(Anjo, Café, Carvalho, & Doroana, 2014).

Esta doenga é produzida por um virus ARN de cadeia simples e conhecem-se até ao
momento 6 genotipos, sendo 0s gendtipos 1, 2 e 3 0s que estdo distribuidos mundialmente
e 0s subtipos la e 1b aqueles que sdo mais prevalentes (Xavier Santos, de Deus, de
Almeida Lopes, Duarte Coélho, & de Castro, 2015).

O diagndstico classico de Hepatite C é a pesquisa de anticorpos especificos no sangue.

No que diz respeito a utilizacdo da saliva como meio de diagnostico foram investigados
diferentes marcadores: anticorpos e ARN do virus. O método mais utilizado é a pesquisa
de IgG anti-VHC no sangue, com o auxilio de exames imunoenzimaticos, que podem
demorar entre 1 a 2 semanas (Gao et al., 2014). Este tipo de diagnostico ndo distingue
infecdes agudas de crénicas(Smith et al., 2011)

Os estudos que testaram a quantificacdo de ARN do virus demonstraram que este método
ainda ndo é considerado um bom meio de diagndstico uma vez que os valores de
concentracdo na saliva e no sangue ndo se conseguem correlacionar. No estudo recente
de Xavier Santos e colaboradores (2015) verificou-se que em alguns individuos a
concentracdo a saliva estava mais elevada levando a suspeita que a saliva pode ser
considerada uma via de contaminagdo. Quando o valor da concentragcdo no sangue foi
mais alto sugeriu-se que os valores destas concentra¢es podem variar conforme o estado
de evolucéo da doenca. Dada a variabilidade destes resultados os autores sugerem que
s80 necessarios mais estudos para se poder relacionar os dois valores de maneira a se

poder utilizar a pesquisa de ARN do virus para diagndstico (Xavier Santos et al., 2015)

O biossensor OraQuick® anteriormente referido para o diagndstico do VIH tem sido

também estudado para o diagndstico da Hepatite C (Cha et al., 2013; Hayes et al., 2014).

Este biossensor foi aprovado pela FDA (FDA, 2010) para a pesquisa de anticorpos anti-
VHC através do sangue. Este sensor baseia-se num ensaio imunolégico para a detecéo

qualitativa de anticorpos especificos contra o virus da Hepatite C e da resposta em 20-40
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minutos. Este sensor apresenta uma sensibilidade que varia entre 97,8-100% e uma
especificidade que varia entre 99,5-100%. Sendo ainda possivel detetar anticorpos em

individuos em fase inicial da doenca(Gao et al., 2014)

A partir deste biossensor testou-se o diagnostico utilizando a saliva. Observou-se que este
biossensor, apesar de ainda ndo ter sido aprovado, consegue ser convertido a biossensor
salivar utilizando uma amostra pequena (cerca de 5 pL). Apesar dos excelentes resultados
que foram descritos houve também uma diferenga em sensibilidade. Foram apresentados
resultados de falsos negativos quando utilizada a saliva para fazer a analise, em individuos
que apresentavam uma concentracdo de IgG baixa na saliva, podendo ser justificada por
terapéutica anti-viral especifica. Verificou-se ainda que individuos que também estavam
infetados por VIH também induziam falsos negativos mas ndo se chegou a nenhuma

conclusédo gquanto a esta interferéncia (Cha et al., 2013; S. R. Lee et al., 2010).

Existem outros biossensores que tém vindo a ser desenvolvidos e estudados como é o
caso do da empresa Cheembio e da empresa MedMira. Estes biossensores utilizam o soro

dos individuos para o diagnostico (Smith et al., 2011)

Este tipo de biossensor foi alvo de estudos de preferéncia nestes doentes e verificou-se
que estes preferem uma analise que utilize um biossensor principalmente pela rapidez dos
resultados. Assim, este tipo de estudos sugere que a utilizacdo de biossensores pode

aumentar a adesdo dos individuos aos testes de diagnostico (Hayes et al., 2014)

Apesar de todos estes dados ainda nao existe, até ao momento, nenhum biossensor salivar

aprovado para o diagnostico de Hepatite C.
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4. Resumo de biomarcadores e respetivos biossensores com aplicacdo no
cancro, Diabetes Mellitus, VIH e Hepatite A,Be C

Muitos avancos tém sido feitos nos Gltimos anos no que diz respeito ao desenvolvimento
de biossensores salivares para o diagndstico e/ou controlo de doengas com grande
interesse para a satde publica como é o exemplo do cancro, diabetes, VIH e hepatites

virais.

Esta monografia revela os principais trabalhos de investigacdo até Setembro de 2015,
descrevendo os biossensores ja desenvolvidos e aprovados pelas associagcdes nacionais
dos diversos paises e problemas que necessitam de ser ultrapassados para o

desenvolvimento de outros biossensores.

Na tabela apresentada, tabela 2, encontram-se agrupados por doenca os diferentes
biomarcadores e 0s respetivos biossensores que tal como a tabela evidéncia,

maioritariamente, ainda se encontram em fase de desenvolvimento.
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Tabela 2: tabela resumo de biomarcadores e respetivos biossensores com aplicagcdo no cancro, Diabetes Mellitus, VIH e Hepatite A, Be C

Referéncia/Ano

Biomarcadores

Amostra

Método de Estudo

Resultados

Biossensor

Presente na saliva para

coluna

cabec¢a. Mecanismo
desconhecido

P Streckfus . . s e T
1S .( N CA 15-3; erb; p53 na e mulheres saudaveis Ensaio enzimatico diagndstico inicial; « .
§ Blg;elr, ;0%0(;:)" et saliva (N=21) ELISA (490nm) Confirmar com exame N0 desenvolvido
o N fisico
g (Agha-Hosseini CA 15-3 na saliva e no * Doentes com cancro da Correlacdo positiva
S g mama (N=26) Ensaio enzimético Gaop Né&o desenvolvido
O et al., 2009) sangue . entre os dois valores.
e Controlos (N=35)
Biomarcadores * Controlos (N=30)
(Zhang et al., transcriptémicos * dﬁﬁ?;; E'gTs%z;ncro do Perfil Bom para diagnosticos NEo desenvolvido
2010) (MBD3L2, GLTSCR2, P - . transcriptdmico precoces
TPT1 e KRAS) e doentes com pancreatite
aguda (N=30)
g
S ¢ Doentes com cancro do Bom para distinguir
e . X )
& (X;Bﬂal., Micro-ARN’s pulmao (N=48) PCR tumores malignos de Né&o desenvolvido
o ) (MiR-369-5b e miR-940) | ® Doentes com traumas no benignos e de outras
'g pancreas (N=20) doengas do pancreas.
2
S e Doentes com Cancro do Detectados hsa-miR-
pancreas (N=7) 21; hsa-miR-23a e hsa-
(Humeau et al., . , e Doentes com pancreatite miR-23b; x .
2015) micro-ARN’s (N=2) PCR Em casos de Né&o desenvolvido
e Controlos (N=4) pancreatite aguda
e IPMN (n=2) deteta-se hsa-miR-210
(Tanetal., i _ Valores mais baixos Desenvolvido mas
§ 2008) IL-8 « N=20 ELISA gue 0 método usado ainda com limitacGes
o]
[
g Os 4 marcadores
s shomsagorss | AT s
S (Wang et al., Colina, 4cido pipecolinico, | ¢ Doentes com cancro da separados por ¢ . .
c - . . ; alterados aquando Né&o desenvolvido
I 2014a) L-carnitina e betaina cabeca (N=30) cromatografia em .
o um carcinoma da
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Referéncia/Ano Biomarcadores Amostra Método de Estudo Resultados Biossensor
Quantificacdo dos 2
Doentes diagnosticados; marcadores

diferentes fluidos
corporais

(Wang et al I _ | * Estadio I (N=7) estudados levam a .
2013) " L-fenilalanina e L-leucina | e Estadio Il (N=6) UPLC-ESI-MS uma especificidade N&o desenvolvido
9 e Estadio 11l (N=2) de 91,7% e
& e Estadio IV (N=15) sensibilidade de
2 92,3%
g Acido lactico, Acido
A hidroxifenilactico, N-
§ nonanoiclicina, 5-
S _ Hidroximetiluracilo,
o Acido sucinico, Ornitina, : _
8 (Wang, Gao, Hexanoilcarnitina, * Estag!o :I(NN__A'g Foram se;:arad?_s 14 Substratos com
e Wang, & Duan, | Propionilcolina, Carnitina, * tstadio ( __) por cromatogratia potencial para N&o desenvolvido
e 2014b) Acido 4-hydroxi-L- ® Estad!o I (N=3) potenciais marcadores tumorais
8 glutamico, e Estadio IV (N=14) marcadores
Acetilfenilalanina,
esfinganina,
fitoesfingosina, S-
carboximetil-L-cisteina
BRAF, CCNI, EGRF, _ . EGFR, BRAF,
(Zhazgﬂze)t 2| FoF19, PRS2, GREBLe | ° ggﬁ{‘rﬁ) iN&ﬁ) transifgz s | FGF19,FRS2, CCNI, |  Nao desenvolvido
LZTS1 GREB1e LZTS1
=3 Correlacéo positiva
% (Nor;zi)lgast)at al, FEZ1 e Doentes (N=100) Imunoenzimaticos exgp;;ga?)pdeer?:alzdzel e Né&o desenvolvido
8 a evolugéo do tumor
o
e
S O sensor EFIRM é
© Sensor
(Wei et al ¢ Doentes com cancro do eletroquimico que muii%%zes 25(:)eet§itﬁ£as
2014) EGFR oulméo (N=22) deteta mutagdes em que podem estar EFIRM

relacionadas com o
cancro do pulmédo
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(Aydin, 2007)

Glucose e alfa-amilase

Controlos (N=22)

radiagdes y

se encontra
correlacdo com os
valores no sangue

Referéncia/Ano Biomarcadores Amostra Método de Estudo Resultados Biossensor
8l o E possivel encontrar
o|'g (Yang et al., , B Western Blot, RT- ELM’s na saliva de « .
S| = 2014) ELM’s (N=3000) PCR doentes com cancro Nao desenvolvido
S de pulmao
S H3F3A, SRGN
Sle Doentes com cancro do i '
o< (Y. H. Lee et _— P - i B2M, BASP1, « .
% g al., 2012) Micro-ARN (C):vartlo I(N—?|>\|2246 RT-PCR AGPATL, IL1B e Nao desenvolvido
8 ontrolos (N=46) IER3
N&o existe
(Forbat et al., Glucose Doentes com Diabetes Método da glucose correlagéo entre a « .
1981) (N=31) oxidade glucose na saliva e Ndo desenvolvido
no sangue
Medlggo da glucosg Alguns individuos
na saliva a 500nm; apresentavam
(Vasconcelos et Doentes (N=40) Medigéo no sangue p « .
Glucose L valores aumentados N&o desenvolvido
al., 2010) Controlos (N=40) utilizando ;
bi de glucose na saliva,
lossensor outros diminuidos
&8 OneTouch
% Glucose na saliva é
= mais elevada em
o = . - x
Doentes (N=40) Medicdo com diabéticos mas ndo

Né&o desenvolvido

(Satish et al.,
2014)

Glucose

Doentes (N=20)
Controlos (N=10)

Estimulacéo da
glucose

Glucose na saliva é
mais elevada em
diabéticos mas ndo
se encontra
correlacdo com os
valores no sangue

Néo desenvolvido
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Referéncia/Ano

Biomarcadores

e Amostra

Método de Estudo

Resultados

Biossensor

(Mascarenhas et

Diabéticos (N=45)

Kit colorimétrico

Glucose na saliva é
mais elevada em
diabéticos mas nao

;-%\ al., 2014) Glucose « Controlos (N=16) para (Ijjtt:f)%io da se encontra Né&o desenvolvido
§" g correlacdo com os
£ valores no sangue
g
@ Glucose na saliva é
g mais elevada em
© (Indira et al., Glucose e Diabéticos (N=40) Método da glucose diabéticos mas nao N0 desenvolvido
Q 2015) e Controlos (N=40) oxidase se encontra
correlagdo com os
valores no sangue
Doentes (N=101) - . Sensibilidade: 96%
(Connell et al., ® _ Utilizar biossensor e ] .
2003) 1gG ¢ Controlos (N=100) 4 desenvolvido Especificidade: OraQuick
100%
Sensibilidade:
(Sema Baltazar . . _ Utilizar biossensor 99,8% .
etal, 2014) | AMHCOPOSENEVIFL e (N=1620) jé desenvolvido Especificidade: OraQuick
99,8%
I Sensibilidade:
S (Zachary et al., . . _ Utilizar biossensor 98,7% .
2012) Anticorpos anti-VIH * (N=4458) ja desenvolvido Especificidade: OraQuick
99,8%
Doentes com
tuberculose
. . aceitavam mais
(Nelson et al., . . _ Utilizar biossensor .
2012) Anticorpos anti-VIH e (N=102) j4 desenvolvido fazer o teste para OraQuick

detecéo de VIH
utilizando o
biossensor salivar
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Referéncia/Ano Biomarcadores Amostra Método de Estudo Resultados Biossensor
z% Sensibilidade:
IS (Chan et al., . . _ Utilizar biossensor 84,6% .
> % 2015) Anticorpos anti-VIH (N=1074) ja desenvolvido Especificidade: OraQuick
3 99,8%
O método
Individuos saudaveis desenvolvido com
(N=20) PCR em tempo real
(Amgggg(-;t al, ARN viral Individuos com P(i?mep(ljcriglem apresentou valores N&o desenvolvido

marcadores positivos
para VHA (N=76)

de sensibilidade
melhores que as
analises seroldgicas

marcadores do VHB

<
£ O método
© desenvolvido
< Doentes (N=140) utilizando a saliva
(Tourinho et al, Anticorpos anti-VHA Profissionais de saude ELISA competitivo apresentou valores Néo desenvolvido
2011) N=85 de sensibilidade
(N=85) melhores que as
analises seroldgicas
(91,7% vs 86%)
Apenas 8,7% dos
(Joshi et al., . . _ i doentes x .
2014) ARN viral. Criancas (N=70) RT-PCR apresentavam ARN Né&o desenvolvido
viral na saliva
- 1000
(Thieme et al., Doentes ja : o Sen5|b|I|q§d_e. 109/0 x :
IgM . ; _ imunoenzimaticos Especificidade: N&o desenvolvido
o 1992) diagnosticados (N=51) 100%
D
g I d
@ _ A saliva pode ser
I (Crzuglelt)al., Antigénio HBs ggﬁ?rtoelso S\EI:JLZS)B) ELISA utilizada para detetar Né&o desenvolvido
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Referéncia/Ano Biomarcadores Amostra Meétodo de Estudo Resultados Biossensor
Especificidade:
(S.R. Leeetal, . ) e Doentes com . 100% Biossensor seroldgico
8 2010) 19G anti VHC; medicacéo (N=19) OraQuick Sensibilidade: adaptado
S 99,2%
2 Especificidade:
T (Chaetal., . ) e Doentes (N=137) . 100% Biossensor seroldgico
2013) 19G anti VHC; ¢ Controlos (N=300) OraQuick Sensibilidade: adaptado
97,8%
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5. Utilizacdo de biossensores a nivel hospitalar e comunitario

O uso de biossensores salivares que permitam um exame rapido mas credivel e de segura
analise para os profissionais de saude e confortavel para o doente, tem um grande

potencial na atividade farmacéutica principalmente na farmacia comunitaria.

A farmécia comunitaria € um local onde ja se faz o controlo e diagnostico de doencas
como infe¢es urinérias ou controlo de niveis de glicémia, colesterolemia ou tenséo

arterial.

A existéncia de biossensores salivares para o controlo da diabetes faria desta analise,
muito mais confortavel para os doentes, um instrumento com grande adesdo para o
controlo da glucose, diminuindo assim as consequéncias a curto e longo prazo desta

doenca.

A existéncia de biossensores salivares para o diagnostico de doencas como o VIH e
hepatites virais nas farmacias, sitios onde existe programa de trocas de seringa ou onde
pessoas se podem dirigir para realizar os seus programas de substituicdo de metadona, é
uma mais-valia. Estes individuos que ja depositam confianga nos profissionais de saude
que trabalham nestes estabelecimentos sentem-se mais a vontade para fazerem os
respetivos testes a doencas que continuam a ter um estigma negativo na nossa sociedade.
Existem ja estudos que, ap6s inquéritos a individuos com historial de uso de drogas
injetaveis, concluiram que estes se sentem mais a vontade a fazer este tipo de analises em
sitios onde ja se tém que dirigir para fazer a sua troca de seringas do que terem que se

dirigir a laboratérios de analises (Smith et al., 2011)

A nivel hospitalar, qualquer analise que se faca que ndo envolva a recolha de sangue mas
sim a andlise salivar com a mesma sensibilidade e especificada, ajudaria a garantir uma
maior seguranca para os profissionais de salde que fazem a recolha e a prépria andlise,
uma vez que diminuiria a probabilidade de contagio e daria um maior conforto ao doente,
aumentando a adesao a este tipo de analise a estas doencas que carecem de um diagndstico

precoce para um melhor prognaostico.

Por todos estes motivos, é fundamental a investigacdo neste ramo para o desenvolvimento

de biossensores salivares.
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Concluséao

A investigacdo de biossensores salivares é de extrema importancia para a saude publica.
Este tipo de sensores apresentam indmeras vantagens quer para o doente, Como um maior
conforto e o custo das mesmas, quer para a populacdo uma vez que a utilizagao destes
sensores pode aumentar a adesdo a analises mais simples com vista a obtencdo mais facil
de diagnoésticos ou permitir que estes sejam feitos mais precocemente aumentando a

possibilidade de controlo da doenga.

Esta investigacdo ainda se apresenta em fase inicial para a maior parte das doengas pois
é necessario validar esta técnica para os diferentes biomarcadores (esperando-se que
igualem ou superem a sensibilidade e especificidade dos métodos até agora utilizados)

para posteriormente se poderem desenvolver biossensores especificos.

Neste momento, apenas existem biossensores salivares desenvolvidos, aprovados e ja

utilizados para a detecdo do virus VIH.

Para outras doengas como a hepatite C, o desenvolvimento destes biossensores parece
estar em fases bastante promissoras enquanto para outras doengas como a diabetes ainda
existem muitos obstaculos que devem ser ultrapassados para que estes biossensores

oferecam uma anéalise com toda a credibilidade e seguranca para a satde do doente.

Quanto ao cancro, a investigacao encontra-se ainda em fase muto inicial. Tenta-se ainda
encontrar biomarcadores para estas doengas que possam ser encontrados na saliva para

sO depois poderem ser desenvolvidos os biossensores.
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